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目的：建立基于探针熔解曲线法的检测 DNA 甲基化相关基因突变的 PCR 体
系，了解 DNA 甲基化相关基因突变在急性髓系白血病（Acute myeloid 
leukemia,AML）患者中的发生率和类型，分析伴有 DNA 甲基化相关基因突变的
患者的临床特征和突变在 AML 中的预后价值。 
方法：利用重叠延伸法构建相应质粒，设计探针、引物，优化检测体系的相
关参数，建立一种可快速检测 DNA 甲基化相关基因突变的方法。 





结果：利用探针熔解曲线技术，基于实时荧光 PCR 平台，建立了多重的 DNA
甲基化相关基因突变的检测体系，并运用此方法，检测 AML 病例标本，结果显
示，有 5 例 AML 患者被检测出 IDH1-R132 突变，13 例有 IDH2 突变，有 7 例检
测出 DNMT3A-R882 突变，突变形式均为错义突变。IDH1 基因突变在 FAB 各亚
型中的 M0 发生率最高，IDH2 在 M1 和 M4 的发生率较高，而 DNMT3A 则多发
生于 M1。IDH1 突变的发生常伴有高白细胞数， IDH2 的发生与高龄、高白细
胞数、NPM1 有关，DNMT3A 基因突变则与高龄、高白细胞数、高血小板数、
NPM1 密切相关。IDH1 突变阳性者在正常核型的 AML（CN-AML）中发生概率
为 6.3%，IDH2 在 CN-AML 中发生率为 16.7%，DNMT3A 突变在 CN-AML 的发
生率为 10.4%，均高于在异常核型 AML 的发生率。 
结论：（1）IDH 基因在 AML 中的总突变率为 13.5%，其中 IDH1 突变率为
3.8%， IDH2 突变率为 9.8%。DNMT3A-R882 位点突变发生率为 4.0%，突变发
生率可能存在人种差异。（2）DNA 甲基化相关基因与高白细胞数密切相关。（3）
DNA 甲基化相关基因突变在 M3 型白血病中发生率较低。（4）IDH1、IDH2、
















































Objective: To establish a method to detect DNA methylation-related gene 
mutations by probe melting curve, which is based on real-time fluorescent PCR 
platform. To detect the frequency and forms of DNA methylation-related gene 
mutations in patients with acute myeloid leukemia (AML), and to investigate the 
relationship among DNA methylation related gene mutations, prognostic significance, 
and clinical feature of AML. 
Methods : Positive plasmids are constructed by overlap extention.Design the 
probes and primers, and optimize the parameters of the detection system, to establish 
a method to rapidly detect the mutations of DNA methylation-related gene. 
RNA was extracted from bone marrow samples of 133 AML cases.PCR followed 
by reverse transcriptase was used to amplify the cDNA. Detect IDH1、 IDH2 and 
DNMT3A gene mutations of AML samples by new detected method.Test and verify 
the positive samples by direct sequencing.Combine with other associated factors of 
the positive samples, to statistical analysis and evalue the prognostic effect of geng 
mutations in AML. 
Results: Establish a detection system to detect several genes mutations by probe 
melting curve, which is based on real- time fluorescent PCR platform.And use this 
method to detect the AML samples.A total of 5 of 133 patients had mutations in 
IDH1,13 of 133 in IDH2 and 7 out of 133 in DNMT3A. All these mutations are 
missense mutations. The FAB subtype of the highest incidence of IDH1 mutations is 
M0.The incidence of IDH2 mutations of M1 and M4 is higher than any other 
subtypes，however DNMT3A mutations develop in M1.IDH1 mutations occur often 
accompanied by high WBC, the occurrence of IDH2 associated with older age, high 
WBC count, NPM1 mutations. DNMT3A mutations have to do with age, WBC count, 
platelet count, and NPM1 mutations are closely related. The probability of IDH1 
mutations of normal karyotype AML (CN-AML) is 6.25%, the incidence of IDH2 in 
CN-AML is 16.7%, the incidence of DNMT3A mutations in CN-AML is 10.4%, and 
















Conclusion:（1）The incidence of IDH1 gene mutations is 3.8%, the IDH2  is 
9.8%, the DNMT3A-R882 mutations is 4.0%, the incidence of these mutations may 
exist racial difference.（2）The mutations of DNA methylation-related gene are closely 
associated with high WBC account.（3）The mutations is hardly seen in M3 subtype.  
（4）IDH1、IDH2、DNMT3A are independent prognostic factors, and the patients  
bearing mutations have a very poor prognosis. (5)The mutations remain to be further 
discussed as a MRD marker. 
 
Key words:   DNA methylation;      Acute myeloid leukemia; 












































病毒和免疫功能异常，如成人 T 细胞白血病/淋巴瘤（ATL）可由人类 T 淋巴细

































活，如 flt3,c-kit,c-fms,ras 及 BRAF 等；第二类突变使细胞分化受阻，主要是累及
转录因子或转录共激活复合体成分的突变，造成它们功能丧失，使造血细胞分化
受阻和随后的凋亡受抑。 
2008 年 Renneville 等[7]进一步完善、丰富了这一理论，将 AML 的基因突
变分为三类：（1）提高细胞增殖潜能的突变， 如：KIT、FLT3、PTPN11、RAS、





 第二节 白血病的诊断  




















ALL）L1-L3及急性髓系白血病（acute myelocytic leukemia，AML）M0-M7。 




化型；M2 急性粒细胞白血病部分分化型；M3 急性早幼粒细胞白血病；M4 急




2.2  MICM分型 




有密切联系。2001 年 3 月，国际血液学家及血液病理学家在里昂会议上公布了


























表 1.1  WHO 髓系肿瘤和急性白血病的分类 
疾病类型 染色体异常 融合基因／突变 
AML t(8;21)(q22;q22) AML-ETO 
AML inv(16)(p13.1q22)/t(16;16)(p13.1;q22) CBFB-MYH11 
APL t(15;17)(q22;q12) PML-RARA 
AML t(9;11)(p22;q23) MLLT3-MLL 
AML t(6;9)(p23;q34) DEK-NUP214 
AML inv(3)(q21q26.2)/ t(3;3)(q21;q26.2) RPN1-EVI1 
AML (巨核细胞) t(1;22)(p13;q13) RBM15-MKL1 
B 淋巴细胞性白血病/淋巴瘤 t(9;22)(q34;q11.2) BCR-ABL1 
B 淋巴细胞性白血病/淋巴瘤 t(12;21)(p13;q22) TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) 
B 淋巴细胞性白血病/淋巴瘤 t(5;14)(q31;q32) IL3-IGH 
B 淋巴细胞性白血病/淋巴瘤 t(1;19)(q23;p13.3) TCF3-PBX1 
B 淋巴细胞性白血病/淋巴瘤 t(v;11q23) MLL 重排 
AML -- NPM1 突变 
AML -- CEBPA 突变 
2.3  免疫学诊断 


































常数目是 46 条[11, 12]，1960 年，在费城的 CML 病人体内发现了的一个特殊的
22 号染色体[12, 13]，表现为特征性的缩短，被命名为费城染色体[13]。1970 年后由
于显带染色技术的发展，促进了细胞遗传学，人们可以描述染色体数量的变化和








第三节  DNA 甲基化相关基因概况 
3.1  DNA甲基化简介 
表观遗传修饰是指在不改变基因组 DNA 序列的情况下，表达了可逆的、可
遗传的变化，包括 DNA 甲基化、基因组印记、RNA 干扰和组蛋白修饰等。表观
遗传学在肿瘤的发生与发展中发挥重要的作用。当肿瘤抑制基因发生突变或者缺
失，负调控子缺失或者失活，最终导致机体肿瘤的发生。机体的这些改变，常通
过表观遗传学改变如 DNA 甲基化来实现。DNA 甲基化或者脱甲基化的表观遗传
学功能是基因表达的调节。当基因的可启动转录的启动子区域的 DNA 甲基化， 
基因就处于失活或者沉默状态[16, 17]。 
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